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摘要 : 利用 保守 引物 得 到 5 Pi fa WARK DNA (mtDNA) 控制 区 (D-loop) 44k, KEE 795~813bp. JT 
中 包括 了 CBS (conserved sequence block) 和 TAS (termination-associated sequence) 区域。 利用 最 大 似 然 法 、 
大 简约 法 和 贝 叶 斯 法 构建 了 系统 发 育 树 ， 发 育 树 分 成 两 枝 ， 呈 现 明显 的 生物 地 理 分 布 。 分 析 表 明 ， 现 有 的 鲁 属 
鱼 类 不 是 单 系 群起 源 。5 种 每 鱼 D-loop 序列 都 存在 长 度 和 数目 不 等 串联 重复 序列 ， 长度 在 78~82bp 之 间 ， 重 复 序 
列 拷贝 数 在 4~6 次 不 等 ， 因 此 造成 了 mtDNA 广泛 的 异 质 性 现象 。 不 同 种 类 的 重复 序列 单元 十 分 相似 ， 达 氏 鲁 和 
Se eg i Eg y p rf 元 相似 度 为 82.93%， 西 伯 利 亚 铬 和 俄罗斯 印 重 复 序列 单元 相似 度 为 90.59%。 在 串联 重复 序列 
后 是 一 段 不 完全 重复 序列 。 通 过 与 已 有 同 种 的 重复 序列 比 对 发 现 不 同 饲 鱼 重复 序列 相同 ， 不 同 地 理 区 域 相同 物种 
的 重复 序列 可 能 发 生 过 分 子 内 重组 。 这 些 表 明 重 复 序列 在 乌 鱼 进化 上 具有 相关 意义 ， 推 测 重复 序列 可 能 产生 在 种 
分 化 前 ， 重 组 发 生 在 种 分 化 后 。 
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中 图 分 类 号 : Q349.5; Q959.463 文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0254-5853-(2009)05-0487-010 




















hoes 






































Um 
E 






































































































































































































































































































































Heteroplasmy in mtDNA Control Region and 
Phylogenetics of Five Sturgeons 


WANG Wei, ZHU Hua, HU Hong-xia , TIAN ZHAO-hui, DONG Ying 


(National Engineering Research Center for Freshwater Fisheries and Beijing Fisheries Research Institute, Beijing 100068, China) 


Abstract: The sequences of the control region (D-loop) of mitochondrial DNA ( mtDNA) were obtained from five 
species of sturgeon. The sequences obtained had lengths between 795-813 bp. The motifs of the conserved sequence block 
(CBS) and termination-associated sequence (TAS) were identified in the sequences. Examination of the molecular 
phylogeny using maximum likelihood, maximum parsimony and Bayesian analysis shows that sturgeons form two clades 
representing biogeographic distribution, and the Huso is not monophyletic. Heteroplasmy in 150 fishes was due to a 
variable number of tandem repeats. Length of the central repeat units ranges from 78 to 82bp with repeat sequence copies 
between four and six. The repeat units, followed by an imperfect repeat unit, are in high similarity between species, with 
82.93% between Amur sturgeon and starlet and 90.59% between Siberian sturgeon and Russian sturgeon. Furthermore, 
comparing with other repeat sequences published, different species have the same repeat unit and intramolecular 
recombination event may happen in the repeat unit. All of these indicate that the repeat units are related to the evolution 
of sturgeon and arose prior to species divergence after which recombination happened. 


Key words: Mitochondrial control region; Acipenser baerii; A. schrenckii; A. ruthenus; Huso dauricus; 
A. gueldenstaedtii; Tandem repeat; Heteroplasmy 





RA “Wh a” zo & MW ft BB F} (Polyodontidae), HFR "2X X0 A 4 
(Acipenseriformes) 是 一 类 古老 的 软骨 硬 鳞 鱼 类 ， 属 约 25 fb; WARM 2 属 , 共 2 种 (Bilard & 
ETERA GES 4.5 ~3.5 亿 年 前 ) (Gardiner, Lecointre, 2000; we 2006)。 它 们 主要 分 布 于 北 
1984)， 对 研究 硝 椎 动物 进化 有 重要 意义 。 现 存 大 EF 球 ， 具 有 重要 的 经 济 价值 (Bemis & Findeis, 


AA 27 Feit Cet Se Jg TEIE Acipenseridae ) 7 A fit 1994)。 近 些 年 来 ， 由 TUE 甫 捞 、 水 环境 污染 和 
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大 型 水 利 工 程 的 兴建 等 原因 
WE, FEPER, H RREA ERA, 
幼体 成 活 率 低 ， 种 群 恢 复 慢 ， 使 其 在 全 球 范 围 内 均 
处 于 不 同 程度 的 濒危 状态 ， 己 被 列 为 《濒危 动 植物 
种 国际 贸易 公约 》 附 录 开 物种 〈Bemis & Kynard, 
1997). 

线粒体 DNA 排 列 紧密 、 进 化 速率 快 和 几乎 完全 
母系 遗传 的 特征 ， 使 其 广泛 用 于 进化 研究 和 种 群 遗 
传 分 析 (Brown et al, 1979)。 线 粒 体 DNA 不 同 区 域 
的 进化 速率 存在 差异 ， 其 中 控制 区 序列 〈D-loop ) 
位 于 中 NAP 和 人 丰 NAE 之 间 ， 是 线粒体 双 链 转录 启 
动 子 和 H 链 复制 起 始点 所 在 区 域 (Clayton，1982; 
Walberg & Clayton, 1981)， 受 到 选择 压力 比 mtDNA 
其 它 区 域 要 小 ， 为 线粒体 基因 组 中 碱 基 突 变 和 长 
变化 最 大 的 区 域 ， 进 化 速率 最 快 〈Brown， | 
因而 较 适 合用 于 种 群 遗传 结构 分 析 和 系统 发 育 分 
析 (Boyce et al, 1989; Quattro et al, 2002; Zhang et al, 
2003; Ludwig et al, 2008)。 本 研究 对 人 工 养 殖 的 5 
种 鱼 鱼 西伯 利 亚 乌 (Acipenser baerii), (9 HÑ CA. 
gueldenstaedtii), MAŤ CA. ruthenus), $ [Kf] CA 
schrenckii) PiX RR (Huso dauricus) 的 线粒体 控 
区 序列 进行 了 分 析 ， 拟 为 每 鱼 育种 提供 遗传 背景 
分 析 依据 。 


1 材料 和 方法 


11 48 料 
fL PE ANH AGS THK Pe BE Ft T ERI 
FAH. PHAR. BUE. aH. E 
tit AIA RIK 30 26, ECP PEA RIES. RA W 
fi. AMRA 1996—2000 年 从 欧洲 引进 的 人 工 繁 
HA ERRANA RIEN 1999—2001 hiis] 
EWL EREA THR. BREA ES BE 
tah, Pr Hay VERA A. BEA S 
和 条， 保存 于 95% 酒 精 中 。 
12 总 DNA 提取 和 mtDNA 控制 区 的 扩 增 
BNA 0.5g ITIfGHfe ESAE TEAS, DN 1.0mL 组 织 
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Wr 究 30 48 


名 浆液 (100 mmol/L NaCl; 
pH 8.0; 0.25 mmol/L EDTA, pH 8.0) HAS, S^ 
后 加 0.4. mL 酶 解 液 (200mmol/L NaCl; 10mmol/L 
Tris-HCl pH 8.0; 50 mmol/L EDTA, pH 8.0; 200 
ug/mL 4 AME K; 1% SDS) IBY, SSCAKIAWR, 
次 日 利用 酚 氧 仿 抽 提 法 提取 总 DNA, 并 用 TE 组 ; 
液 溶解 ，4C 保 存 。 

从 GenBank 查 到 7 种 姆 形 目 鱼 类 线粒体 基因 组 
序列 (gi: 25057128.25057438. 30065662. 38638375. 
42632215. 45387959. 46135658), “Clustal X 1.83 
Lux} (Thompson et al, 1997), JE Y tRNAP^ 和 
tRNA HR SFX Sa, IEIET UE DX Be T fS) f mtDNA 
控制 区 扩 增 引物 。D-loop 全 长 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 (1 
XTAE) 电泳 分 离 (120 V，40min)，gel-red 染 色 。 
从 5 种 丝 鱼 基因 组 各 取 一 个 样本 作为 模板 扩 增 出 
D-loop 全 长 序列 ， 连 接 pGEM-T 载 体 (Promega 公 

本 挑 取 3~4 个 克隆 进行 测 


10 mmol/L Tris-HCl, 



















































































































































































































































































司 )， 转 化 培养 后 每 个 样 
序 ， 以 验证 引物 的 可 靠 性 。 测 序 结果 显示 D-loop 具 
有 重复 序列 片段 。 随 后 利用 重复 序列 外 的 保守 区 域 
设计 特异 性 引物 ,并 对 5 个 种 150 个 样本 进行 扩 增 ， 
PCR 产 物 用 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 (140V, %4 90 
min) 进行 分 析 。 引 物 序列 分 别 为 tpro-fl: 5' 
-AACTCCCAAAGCTAAGATTC-3' ; tphe-r2: 5' 
-ATGCTITAGTTAAGCTACGC-3' ; Heteror3 : 
5'-ATAGGAACCAGATGCCAGTA-3”， 其 中 引物 对 








tpro-fl/tphe-r2 扩 增 D-loop 序 列 全 长 ， 引 物 对 
tpro-f1/Hetero-r3 扩 增 D-loop 重 复 序列 区 《图 1)。 














PCR 反 应 体系 (50 uL) A: DNA 模 板 30ng，6 
mmol/L MgCb，1X 扩 增 绥 冲 液 ，4 种 dNTP 各 0.45 
mmolL， 上 下 游 引 物 各 4.5 pmol/L, 1U r-tag DNA 
聚合 酶 。 扩 增 全 长 和 重复 序列 反应 程序 为 : 95°C Tli 
变性 4 min; 95°C 45 s, 54°C 45s, 72°C 90s, 36 
MIRA; 72C 最 终 延 伸 8 min. 

1.3 ”序列 的 比 对 、 遗传 多 样 性 及 系统 发 生 关系 的 分 























测序 结果 经 人 工 校 对 拼接 ， 得 到 完整 
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图 1 





fF mtDNA 12:1 

















Fig. 1 


Hetero-r3 
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| 区 结构 及 PCR 扩 增 示意 图 


Schematic diagram of the D-loop structure and the location of the primers for PCR amplification 


e tphe-r2 
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序列 。 利 用 Clustal X 1.83 (Thompson et al, 1997) 
对 所 得 到 的 序列 进行 完全 比 对 分 析 ， 同 时 与 
GenBank 中 的 D-loop 序列 也 进行 比 对 , 确定 得 到 的 
是 乌 鱼 线粒体 控制 区 序列 。 利 用 分 子 进化 遗传 分 
析 软 件 PHYML 构建 ML RARAHI) (Guindon & 
Gascuel, 2003), 并 设置 bootstrap 重复 分 析 1 000 次 
( Felsenstein, 1985). Modeltest 3.7 (Posada & 
Crandall, 1998) 计算 得 到 构建 ML 树 最 适 模型 为 
TIN+I+G。 用 PAUP 4.0b4a (Swofford, 1998) 构建 
MP 系统 发 育 树 ， 进 行内 部 分 支 检验 和 1 000 次 
bootstrap 重复 分 析 (Felsenstein，1985)。 利 用 
MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) 构 
££ Bayes Pj, Mr modeltest 2.3 (Nylander, 2004) it 
算得 到 构建 Bayes 树 最 适 模型 为 GTR+I+G, 然后 建 
立 4 个 马尔 可 夫 链 , 以 随机 树 为 起 始 树 , 共 运 行 100 
万 代 , 每 100 代 抽 样 一 次 , 在 舍弃 老化 样本 后 (1 000 
代 )， 根 据 剩 余 样 本 构建 一 致 树 ， 系 统 树 各 分 支 的 
置信 度 评估 用 后 验 概率 (posterior probability value) 
表示 。 利 用 MFOLD 预测 重复 序列 的 二 级 结构 ， 并 
计算 热 稳定 值 人 G (Walter et al, 1994; Zuker, 1989). 


2 d R 


2.1 Att mtDNA 长 度 多 态 性 
经 克隆 测序 后 共 得 到 5 种 印 鱼 D-loop 全 长 及 部 
分 编码 tRNA"" 和 tRNA 序列 ， 序 列 已 提交 至 
GenBank (gi: 226452516-20)。5 种 印 鱼 的 D-loop 序 
列 长 短 不 一 ， 出 现 不 同 长 度 的 碱 基 插入 /缺失 ，AT 
含量 达 60% 以 上 ( 表 1), 同时 发 现在 靠近 tRNAP™ 端 
存在 不 同 程度 重复 的 序列 片段 (图 2)。 对 重复 区 域 
的 扩 增 产物 电泳 (1.5% 琼 脂 糖 凝 股 检测 后 150 个 
个 体 全 部 出 现 多 条 条 带 ， 其 中 达 氏 蚀 、 小 体 印 和 史 
氏 每 的 条 带 类 型 只 有 一 种 ， 而 俄罗斯 印 和 西伯 利 亚 
fc 2 种 和 3 种 条 带 类 型 ， 且 重复 片段 在 序列 
中 至 少 重复 4 次 (如 表 1 和 图 3 所 示 )。 
西伯 利 亚 登 、 达 氏 铂 、 俄 罗斯 登 、 小 体 伍 同一 
样本 D-loop 的 重复 序列 单元 间 无 变异 发 生 , 但 在 西 




























































































































































































































































































































































































gi: 30065662 ) X5 YW fe (Polyodon spathula gi: 
41387097) fll H fit CPsephurus gladius, gi: 45593284) 
的 D-loop 序列 与 实验 得 到 的 5 条 序列 进行 比 对 , 并 
构建 系统 发 育 树 (图 4)。 从 图 4 所 得 到 的 系统 发 育 
树 可 以 看 出 ， 构 建 的 MP、ML、Bayes 树 都 具有 相 
同 的 拓扑 结构 ， 都 得 到 了 较 高 的 自 展 检验 值 和 后 验 
概率 。 


3 it it 


TE VE E TRE ZI IS R EN Be HL PISTE Till DK PU HF 
在 保守 区 域 CBS (conserved sequence block) 和 相对 
TK SF DX BÉ TAS (termination-associated sequence ) 
(Brown et al, 1986; Clayton, 1982). CBS {z+ 
D-loop HE 7] 3 端 ,被 认为 是 线粒体 DNA 重 链 合成 起 
始 时 形成 RNA 引 物 的 加 工 信 号 〈Clayton, 1984)。 在 
乌 色 mtDNA 中 存在 3 个 CBS, 分 别 为 CBS1、CBS2、 
CBS3， 它 们 的 排列 顺序 十 分 保守 (图 2)。CBS1 位 
于 新 H 链 上 游 ， 一 般 被 认为 与 将 近 完 成 H 链 替代 合 
成 的 终点 信号 有 关 ; CBS2 和 CBS3 位 于 D-loop 5' 
^j, 可 能 与 H 链 的 复制 起 始 有 关 (Walberg & Clayton, 
1981)， 也 是 转录 启动 子 所 在 区 域 (Hauswirth & 
Clayton, 1985 )。CBS 的 核酸 序列 也 很 保守 (图 2)， 
大 部 分 鱼 类 CBS1 具有 “GACATA ”结构 ，CBS2 和 
CBS3 富 含 AC 碱 基 (Broughton & Dowling, 1994; 
Chen et al, 2004; Lee et al, 1995). TASX RAENT 
tRNAP®, Air TD-loopF*/] 5' 端 ， 是 线粒体 DNA 合 
成 终止 时 的 信号 〈Clayton，1984)， 其 中 TAS1 位 于 
tRNApro 序 列 中 , TAS2 在 D-loop 重 复 序列 中 , TAS1 
与 TAS2 的 差异 在 1-2 个 碱 基 ， 其 保守 性 不 及 CBS 
(图 2)。 
3.1 系统 发 育 分 析 

MMH EW ASR AM A, ES 
(Polyodontidae) #llf¢#+ (Acipenseridae) 自 展 值 
和 后 验 概率 都 为 100%， 表 明 两 者 互 为 姊妹 群 。 白 
乌 科 的 白 乌 和 匙 吻 乌 进化 距离 较 近 ， 与 Zhang et al 
(20000 根据 12 FHM 44 ND4L-ND4 基因 构建 的 系 
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SEARCH ERARAS) HUREN, ERA 
间 有 一 个 变异 位 点 ， 发 生 在 第 一 个 重复 单元 第 32 
位 上 T-C， 其 它 重 复 单元 序列 是 一 致 的 (未 列 出 )。 
2.2 SHE BARRA 

用 GeneBank 中 己 有 的 5 FREE H aK WH fie 
(Huso huso, gi: 38638375). X Fett (Acipenser 
dabryanus, gi: 42632215), iri Hi T CA. transmontanus, 






























































统 发 育 树 一 致 。 此 外 ， 利 用 形态 学 特征 构建 的 系统 
发 育 树 也 表明 两 者 的 距离 相近 CArtyukhin, 2006). 
印 科 鱼 类 则 分 成 两 个 分 支 ， 呈 现 出 明显 的 生物 地 理 
分 布 ， 分 别 被 称 做 大 西洋 种 和 太平 洋 种 (Krieger et 
al，2008)， 其 中 西伯 利 亚 登 、 俄 罗斯 登 、 小 体 印 和 
BME EE, ADEE AR AR TAT 
A SEG fig Bl e PE A 4E — 3, KOR TE 
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tRNA | 一 D-loop 








| 一 TAS 1 一 | 90 
A. baeri i ACTCCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAACTATTCTC T@-—____-___"_"ACCATACCATAATGCTT 
人 eee wd | 
"ee GTTATACCATGTTTAATCCACATTAACTTCTAGCC. ..... | ere 
MOE us esu RSDUSUEDXE RS T REDE WAR ACCATACTATGTTTAATCCCCATTAATTTCTAGTC. ..... aacorcic LE 
i ACCATACTATGTTTAATCCACATTAATTICTAGTC...... THC....T.C 
| 一 central repeat 
| — ns2-| -| 1 一 180 
A. baeri i ACATATACATTAAATTGTTTAAGTACATAAGACATGCTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGTCACCATACCATAATGTTTCATCTACC 
A. gue/denstaedti i 
A. ruthenus 
H. daur icus 
A. schrenckii d 
TAS 3— | 270 
A baeri i ATTAGATGATATACACCATTATCTCTATGTAATCTAACATGCTATTTCCCG— AAACCATGGTATGTAATAAGAGCCGAACATTCTTGTC 
A gulbastamlir ...8...8 eco , IG... 了 AER co BEE PEE E P 
A. ruthenus MU wem ER es ee RG. Ts 人 A....G.... T. AA 
H. daur icus MEE UM dy SERERE GCA. ...... A. A. . C. T. AGC. C... TGAA. ..... a AAAGA. . 
A. schrenckii ........ | y m——— GEN. AG. A. C. . T. — C. A. T. AA..... | — — GGAGA. A 
360 
A. baerii TGTCTAGAACATAAGGTTAATGAGATGAAGGACAGTAATTGTAGAGTTT-CATAACTGAACTATTACTGGCATCTGGTTCCTATTTCAGG 
A. gue ldenstaedtii ..... e eue ee | eee AK. E. EAE... p AR 人 
i asaiestadaias 和 A. CE LLLA uu. ERE RAE 和 
Hdauricus  ..... . CR P a...  -— — "o um r————— 
A cbeanshik o ——— ule eeeiei | — — | MTM 区 ~ VN E ES 
450 
A baerii TCCA—TTAACAGTTGTATCCCCATAATCAGCCTGTTACTGGCATCTGATTAATGT TAGAAGTACCATGGG-TCCATGACCCCACATGCC 
人 [PE PPEP REE EEEE ES | SE ne 
A. ruthenus 0 | eas uL. A — es BE EEEE TE E We ead 国人 
H. daur icus rean Dase Bro MNA. rni CIGAR. -A 本 — AMBSE....T.......-.-- 
A. schrenck ii | eee ELA. LL TL LLL. CTGAA. .A.GT............. 全 
540 
A baerii GAGAACCCCATCAACATTTGGTATTTTTATTTTTAGGTCT-CCATTCACTGACATGCAGG——GCTCCT T CAGAAAAGATAGACAGGGTGG 
A. gue ldenstaedtii A........ a OMNEM vM pe ORE ERSTES | 7 px ste kW sas 
A ruthenus _........ [| — x e m UM e x ———MÁ BMG... esse 时 TA 
Hdauricus  ..... i 1s PPP 过 到 G.... ACA. T. ..... 
A. schrenckii Rec We oops nos Mae) IM ULL POMPE DES T E E he AER CE oues 
l^ CBS 1 一 | 630 
A. baeri i AACATTCACGAC-TGCTCAGAGATAATGAATAG TGAATGATATAATGACATACTCTGGT-ATACTACATGGTCTGTGCCACGTACAT AAG 
A. gue idenstaedtii ..... 和 | ——— | e amd o M QUEEN BE. 
Aruthenus |—  .......... GTC..... Apert, o ee ey Seen se aA 
Hdauricus | —........ TA TC UR € — .A..A..... E. ionis TC. . T. AC. CCAC. .... Me A 
A. schrenckii  ..... ATGTT. . TGT. CG. .... — T &.&... ie. C. CT. ATG. CAC. ..... | — TS... -GGA 
l^ œ@s2 720 
A. baer ii G-AGTGTTATCACGAGA-CCTAGTCTTGCCCTCCACCCACATAACAATCAA-GATGCCACAAACGTTTGTTATCGA CAAACCCCCTACCC 
A. gueldenstaedtii .-...A........... "OA ETERNI SEES m T I EC RECTE TTEN T TT 
A. ruthenus Nn METRE ES c PN oit IY ——.. €. 6. 1 CALI. uu ne 
H daur icus | rs LET. 22-2 WAG. ss | Me OU] MET ! tct T 
A. schrencki i 生生 
一 | | 一 CBS 3 一 | 810 
A. baerii CCTTACGCTGGA-CAAGCCTTATATTTCT TGTCAAACCCCAAAAGCAGGACTGACTTGTCATCAACGTACTCCAATTACCCCCACATGCC 
A. gue ldenstaedtii ...... | Wp 和 
A. ruthenus _......... QA Ww ——""—————Á— 了 A.. TGC... 
Hdauricus | ..... ERR. E. dase. | or &. A... TE.6...A.TQ4.... 
A. schrenckii  ..... EE Lu E I EE ES AARE A AEAEE A POES & A. ..CTTG. .C....A..TG.... 
D-loop=- | — tRNA" 900 
A. baeri i TAGCTGTGCAAATATTTATTCACTATATTTTTATGTATATACATTGTTATACAATCACACAAAATAATATATAGCTAGCGTAGCTTAACT 
TN Ee 有 
A. ruthenus SA SEDES Laser m x mo ———————À 
H. daur icus P uS | MER. CERE .WR.—R.. esee WR Tr" ETT 
A. schrenckii $56 Ratis NIC QAM m MA LL RN EUN a AEE E E A E E 





图 2 SR tRNAP, D-loop 和 tRNAphe 序 列 比 对 图 








Fig.2 Alignment of sequences of partial tRNAP?, whole D-loop and partial tRNAphe of Acipenser ruthenus, H. huso, 


A. baerii, A. gueldenstaedtii and A. schrenckii 























“PUA poly EASES, TASAICBS EX SKA ALARA, tRNAPPARIERNAP HARARE AR e 


TAS and CBS motifs are in boldface, and repeat units used for calculating secondary structures are underlined and italic, tRNA” and tRNA?™ are italic. 
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表 1 5 种 鲤鱼 样本 数 、D-loop 全 长 、AT 含量 、 重 复 序 列 长 度 、 不 同 重复 频率 的 个 体 数目 
Tab.1 Species, number of sturgeons, length of D-loop, AT percentage in the D-loop, length of central repeat, 
and numbers of heteroplasmic sturgeons in relation to frequency as defined by the length variants 
D-loop D-loop 的 重复 序列 长 度 重复 片段 拷贝 数 及 频率 
> 7 样本 数 全 长 * (bp AT 含量 Length of Repeat number and frequency (%) 
种 类 Species 
Samples Whole D-loop AT% of central repeat 4 拷贝 5 拷贝 6 拷贝 
length Whole D-loop (bp) Four copies Five copies Six copies 
PAFI Acipenser baerii 30 795 62.2 82 23 70 7 
罗斯 印 A. gueldenstaedtii 30 796 62.5 82 87 23 0 
RiR H. dauricus 30 821 62.7 78 100 0 
小 体 印 A. ruthenus 30 827 63 80 100 0 0 
ERÉ A. schrenckii 30 813 61.8 82 100 0 0 
# 全 长 只 包括 一 个 拷贝 的 重复 序列 (whole D-loop length only contains one central repeat). 
(bp) 
500 
750 
图 3 5 种 印 鱼 D-loop 的 长 度 差 异 和 多 态 性 电泳 图 (重复 片段 拷贝 数 ) 











Fig.3 Resolution of PCR products by agarose gel electrophoresis. 
a: ARE CA TE UID: b: MAME (4 拷贝 ); 


贝 ,6 拷贝 )。 





c: 史 
































Heteroplasmic band pattern (number of repeats) 


























RÉ (4 拷贝 ); d. e: RE Wilt C5 35 01, 4 T5000: f、g、h: 西伯 利 亚 鱼 (4 拷贝 , 5 找 


a: H. dauricus (4 copies); b: Acipenser ruthenus (4 copies); c: A. schrenckii (4 copies); d, e: A. gueldenstaedtii (5 copies, 4 copies); f, g, h: A. baerii 


(4 copies, 5 copies, 6 copies). 
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A. ruthenus 


H. huso 


A. dabryanus 
A. schrenckii 


A. transmontanus 


so eds onuepy 


H. dauricus 


sel99ds ojjroeq 


Polyodon spathula 


Psephurus gladius 











图 4 利用 PAUP 4.0, PHYML il MrBayes TAE iH ta ds fj PE. BADIA A N HEAT 





Fig. 4 Maximum parsimony tree, Maximum likelihood tree and Bayes tree of the sturgeons calculated by PAUP 4.0, 


T x. 





ME 4 Bd EHE] S ng EUER HA PG NS RAAH RE AE 
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PHYML and MrBayes methods 
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展 检验 值 和 后 验 概 率 〈MP/ML/Bayes) 分 别 表示 在 枝 上 。 
Bootstrap values from 1000 replications and posterior probability are shown on the branches (MP/ML/Bayes). 
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存在 两 个 截然 不 同 的 观点 ， 按 传统 的 形态 学 分 
类 ， 鲁 鱼 是 单 系 群 起 源 CArtyukhin, 2006)， 但 分 子 
系统 学 研究 结果 显示 鲁 鱼 为 非 单 系 群起 源 (Birstein 
& DeSalle, 1998; Ludwig et al, 2001; Ludwig et al, 
2000; Zhang et al, 2000)， 比 如 Zhang et al (2000) 
的 研究 发 现 达 氏 蚀 与 中 吻 饲 (Acipenser medirostris) 
聚 在 一 起 ， 而 欧洲 钙 则 处 在 大 西洋 种 分 文中 。 
Kriegeret al (2008) 利用 线粒体 八 个 基因 构建 的 系 
2j XE AE pp da, K HH 3A EC fi 55 rp wy SERI OE TE f8] 
(Acipenser mikadoi) 距离 较 近 ， 欧 洲 鲁 位 于 进化 
树 大 西洋 种 分 文中 。 虽 然 也 有 报道 利用 线粒体 多 个 
基因 进行 的 每 鱼 进化 分 析 结 果 表 明 两 种 鲤鱼 聚 在 
同一 分 文 上 ， 与 小 体 每 的 距离 相近 〈 了 Birstein et al, 
2002; Birstein & DeSalle, 1998; Ludwig et al, 2001), 






































































































































melanogaster) (Fauron & Wolstenholme, 1976). $& 
Bé Ht (Pissodes nemorensis) (Boyce et al, 1989). 1% 
i% (Gryllus firmus) (Harrison et al, 1985), HESH 
物 , 如 两 栖 类 CYang et al, 1994), JET% (Densmore 
et al, 1985; Ray & Densmore, 2003; Wallis, 1987), B, 
类 (Mundy et al, 1996). 17L% (Boursot, 1987; 
Casane et al, 1994; Hayasaka, 1991) 等 , 在 人 类 中 也 
fi KIN, (Comas et al, 1995)。 在 印 鱼 以 外 的 鱼 类 中 
已 发 现 mtDNA 存在 异 质 性 特征 的 有 黑 鲍 
(Dicentrarchus zabrax) (Cesaroni et al, 1997)、 美 
YN Pu AE (Alosa sapidissima) (Bentzen et al, 1988). 
= gta (Amia calva) (Bermingham et al, 1986), we 
Hf& (Chanos chanos) (Ravago et al, 2002), — 9 
HEN Dascyllus trimaculatus) (Chen et al, 2004). 





































































































但 这 可 能 是 由 于 不 同 世代 和 不 同 地 域 分 布 的 样本 
差异 造成 的 。 本 研究 中 鲁 属 鱼 类 达 氏 鲁 和 欧洲 鳃 分 
布 在 进化 树 的 两 支 (图 4), 分 别 与 一 些 鱼 必 互 为 姊 
妹 种 群 ， 文 持 鲁 属 非 单 系 群起 源 的 观点 。 
此 外 ， 达 氏 鲁 和 欧洲 鳃 在 形态 上 非常 相似 ， 鲁 
鱼 与 达 氏 乌 无 论 在 形态 还 是 生态 上 都 有 显著 差异 
(Billard & Lecointre, 2000)， 而 且 以 往 的 形态 学 分 
类 也 是 把 蚀 鱼 与 小 体 乌 分 在 不 同 的 类 群 中 
(Artyukhin, 1995; Bemis & Kynard, 1997)， 但 是 利 




















































































































XE HS (Gadus morhua) (Arnason & Rand, 1992), 
小 鲁 (Cyprinella spiloptera ) (Broughton & Dowling, 
1994), °F tii} (Sebastes mentella)(Bentzen et al, 1998) 


Ae 
^o 


根据 已 有 报道 ，27 PRW HEK HEA 20 种 
进行 了 mtDNA 异 质 性 研究 ， 其 中 有 19 种 发 现 
mtDNA 存在 重复 序列 (包括 了 两 种 鲁 属 鱼 类 ， 
Heh Be BTN At EAR), 重复 片段 长 度 在 74~83 
bp 之 间 , 频率 为 1~7 次 不 等 , 最 高 频率 在 2-4 之 间 ， 









































































































































形态 学 特征 和 分 子 遗 传 标记 进行 的 系统 发 育 碳 
究 都 发 现 两 种 鲤鱼 只 有 欧洲 鲤 是 与 小 体 馈 聚 在 
起 CArtyukhin, 2006; Bemis et al, 1997; Birstein & 
DeSalle, 1998)， 而 且 以 此 两 种 鱼 类 为 亲本 得 到 的 杂 
交 种 也 是 可 育 的 〈Birstein et al, 1997)。 所 以 目前 对 
小 体 嫩 为 何 与 钥 鱼 进化 距离 相近 尚 无 结论 ， 有 和 
者 推测 可 能 是 幼体 滞留 发 育 而 导致 两 者 进化 中 
相近 但 形态 差异 大 (Grande et al, 1991)。 
3.2 ”线粒体 DNA 异 质 性 

mtDNA 控制 区 包含 重复 序列 的 拷贝 数 不 一 样 ， 
反映 在 电泳 上 就 是 条 带 数 不 同 。 只 出 现 1 条 条 带 的 
个 体 为 同 质 性 (homoplasmic) 个 体 ， 出 现 2 条 以 上 
条 带 的 个 体 为 异 质 性 (heteroplasmic ) ^ff. AT 
究 中 被 检测 的 150 个 个 体 全 部 出 现 多 条 条 带 ， 说 明 
这 5 种 乌 鱼 的 线粒体 DNA 均 具 异 质 性 ， 而 且 俄 罗 
斯 伍 和 西伯 利 亚 姆 出 现 两 种 类 型 的 异 质 性 个 体 ， 说 
明 不 同 个 体 间 mtDNA D-loop 包含 重复 序列 的 拷贝 
数 也 不 一 样 。 迄 今 为 止 ， 线 粒 体 DNA 异 质 性 在 很 
多 物种 都 有 发 现 , EHESS h H D Placopecten 
magellanicus ) (Snyder et al, 1987)、 果 量 CDrosopjila 
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K gu efi} (Acipenser sturio ) Fl XR Ma fF 
(Acipenser nudiventris) 只 存在 同 质 性 个 体 ， 重 复 
序列 频率 都 为 2 (Ludwig et al, 2000), APHEX 
mtDNA 尚未 发 现 重复 序列 (Brown et al, 1992; 
Brown et al, 1996; Buroker et al, 1990; Ludwig et al, 
2000; Miracle & Campton, 1995; Zhang et al, 1999). 
KAREAR T 3 ER HAT SE EG HE AEE mtDNA 
异 质 性 现象 。5 PHRA D-loop 重复 序列 的 最 后 一 个 
单元 是 一 个 不 完全 重复 单元 , 该 单元 5 端 部 分 片段 
和 其 它 重复 单元 一 致 ， 但 不 同 种 类 中 一 致 的 片段 攻 
度 不 一 ， 至 3' 端 开始 变异 ,变异 起 始 于 TAS3 上 游 
15bp 区 域内 (图 2)。 该 研究 结果 和 一 些 其 它 鱼 色 
的 研究 结果 一 致 , 例如 中 华 乌 (Acipenser sinensis), 
SEY ft CAcipenser oxyrinchus), A KPF 
W (Acipenser fulvescens) 中 也 有 类 似 的 情况 
(Brown et al, 1996; Zhang et al, 1999)。 这 说 明 不 完 
全 重复 单元 可 能 是 大 部 分 姆 科 鱼 类 线粒体 重复 序 
列 DNA 的 共同 特征 。 
本 研究 中 西伯 利 亚 印 、 俄 罗斯 伍 和 小 体 印 的 重 
复 序列 长 度 与 已 报道 的 一 致 ， 其 中 西伯 利 亚 鱼 重复 
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序列 的 核酸 序列 与 已 报道 的 一 致 (Ludwig et al, 
2000)， 但 将 俄罗斯 印 和 小 体 登 重复 序列 的 核酸 序 
列 与 已 报道 略 有 差异 ， 主 要 表现 在 重复 序列 分 成 了 
相同 的 两 部 分 ， 而 且 都 是 从 TAS2 区 域 分 开 ， 形 成 
序列 相似 但 排列 方式 不 一 样 的 特点 (图 5)， 以 此 我 
们 推测 不 同 地 域 同 种 印 色 的 共同 祖先 的 线粒体 
DNA 可 能 发 生 过 分 子 内 重组 的 现象 。 此 外 , 不 同 种 
类 的 重复 序列 单元 十 分 相似 ， 本 研究 中 的 达 氏 鳃 和 
史 氏 乌 重 复 序列 单元 相似 度 为 82.9396, PEA A NE fj 
和 俄罗斯 印 的 更 是 高 达 90.5996, TH A-SI DE 
鱼 类 D-loop 序列 进行 比 对 后 发 现 , AS Tl BRR BI f] 
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者 提出 假说 认为 重复 序列 和 异 质 性 是 在 种 分 化 后 
独立 产生 的 ， 或 者 异 质 性 是 在 种 分 化 前 产生 的 ， 而 
前 者 得 到 非 正 常 延伸 模型 支持 (Miracle & Campton, 
1995) 
由 于 重复 片段 位 于 D-loop 复制 的 终止 区 , At 
究 者 认为 重复 序列 频率 不 一 的 产生 是 为 了 形成 稳 
定 的 二 级 结构 ， 以 利于 线粒体 的 单 链 复制 (Buroker 
et al，1990)， 而 且 二 级 结构 的 热 稳定 值 人 AG=-8.0 
kcal/mol 是 异 质 性 个 体 和 同 质 性 个 体 的 分 界线 ， 异 
质 性 个 体 AG 要 小 于 -8.0kcal/mol, 而 同 质 性 个 体 大 
于 -8.0kcal/mol (Ludwig et al, 2000)。 从 图 6 看 本 
究 5 种 鱼 鱼 的 D-loop 重 复 序 列 都 能 形成 较 稳 定 的 




















































































































复 序列 相似 性 可 达 10095, kein efe RI NE 151 
JU] CAcipenser persicus) (gi:189164316) 或 俄 
斯 fief (gi:189498273), fk 3 W fj t5 vp Ae fü 
(gi:189164316) RMF Cgi:14422689) 等 。 医 
Jt, did XE ES Fe YE RANEE REMERA 
相关 意义 ， 重 复 序列 在 种 分 化 前 可 能 就 已 经 存在 ， 
分 子 内 重组 现象 可 能 是 在 种 分 化 后 发 生 。 也 有 研究 
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二 级 结构 ， 热 稳定 值 都 小 于 -0.8kcal/mol。 

造成 线粒体 DNA 异 质 性 的 原因 目前 有 几 种 模 
型 解释 : L 分 子 间 和 分 子 内 重组 (Rand & Harrison, 
19860; IL 滑动 错 配 (Efstratiadis et al, 1980; 
Levinson, 1987); IIL JEIE TS MEH eV SE Se eR 
( Buroker et al, 1990); IV. #4/4 (Rand & Harrison, 









































A. gueldenstaedtii 5 ATADGATAATGTTTGCATGTAGATTABATTGTTTAAGTACATAAGGOATAGTATGTTTAATODADATTAATTTOTAGCCAQG this paper 
5' GTTTAAGTAGATAAGGOATAGTATGTTTAATOGAGATTAATTTOTAGOCADO 


ATACCATAATGTTTGCATGTACATTAAAT 3° 


A. ruthenus 


T 
ATGTTTAATOCACATTAACTTOTAGTOAGCATATCATAATGTTTGOOTACATTAGATT 3° 








图 5 





(Be B A 2) ST 


Ludvig et al, (200) 
| =Tag2+ | 


5' ATGTTTAATGGADATTAAGTTGTAGODAGDATATGATAATGGTTGOGTAGATTARATTATTTAAGTAGATAAGADATGOT 3' this paper 


en 


' ATTTAAGTAGATAAGGGATECT 
Ludvig et al, t2000) 











复 序列 的 比 对 图 


Fig.5 Alignment of two different central repeat sequences of A. gueldenstaedtii and A. ruthenus 
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箭头 标示 CTAS2 motifs are marked and mutation sites are arrowed )。 
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图 6 利用 轻 链 重 复 序列 预测 二 级 结构 并 计算 AgG fü, 20°C (kcal/mol) 











Fig.6 Predicted L-strand secondary structures of central repeat and their AG values at 20°C (kcal/mol) 
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1989); V. H SERI L SEES (Broughton & Dowling, 
1994); VI. TAS 的 复制 调控 模型 (Brown et al, 1996) 
等 。 这 些 模型 提出 都 是 基于 各 自发 现 的 重复 序列 和 
D-loop 结构 提出 的 ， 既 有 其 适用 性 又 有 其 局 限 性 
(Arnason & Rand, 1992; Ludwig et al, 2000), H 中 
模型 ITIL V 和 VI 都 与 mtDNA 复制 和 调控 有 关 。 
目前 讨论 最 多 的 是 非 正 常 延 伸 模 型 ， 该 模型 认为 重 
复 序列 的 增加 或 减少 都 是 发 生 在 线粒体 DNA. H 链 
复制 时 期 。 合 成 的 新 H 链 与 D-loop 双 链 形成 三 股 
螺旋 的 动态 竞争 平衡 ， 新 H 链 或 D-loop 双 链 会 产 
生 的 发 来 结构 , 从 而 导致 了 于 链 在 继续 复制 时 会 增 
加 或 减少 重复 序列 。 从 目前 已 报道 的 研究 来 看 ， 乌 
f mtDNA 重复 序列 的 频率 多 数 在 2-3 K, KHE 
能 存在 对 重复 序列 发 生 频 率 的 进化 选择 机 制 。 
Brown et al (1996) 提出 的 TAS 复制 调控 模型 认为 
重复 序列 频率 的 高 低 受 到 反 式 作用 蛋白 因子 与 TAS 
区 域 结合 的 调节 ， 串 联 重复 会 导致 TAS 数目 的 增 
加 ， 而 降低 瑟 链 的 成 功 复制 ,所 以 高 频率 的 重复 序 
列 会 受到 负 选 择 调控 。Rand (1993) 也 认为 由 于 较 
长 的 mtDNA 分 子 受 到 的 正 选 择 压力 可 能 会 导致 插 
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